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Зазначено, що складові пептидогліканів клітинних стінок бактерій, у тому числі молочнокислих, володіють високою 
функціонально-фізіологічною активністю і є вельми перспективними харчовими імунотропними інгредієнтами. Доцільною 
є деструкція бактеріальних клітин з метою отримання біологічно активних сполук, здатних легше засвоюватися і всту-
пати в біохімічні процеси, прискорюючи очікуваний імунотропний ефект.  
У роботі вивчено вплив фізичних дезінтегруючи факторів, а саме, ультразвуку та мікрохвиль НВЧ, на ефективність 
деструкції клітинних стінок Lactobacillus acidophilus. Надано порівняльну характеристику дезінтегратів бактеріальної 
маси (БМ) Lactobacillus acidophilus, отриманих із застосуванням ультразвуку та мікрохвиль НВЧ. Показано, що більш 
ефективним методом фізичної деструкції бактеріальних клітин є обробка ультразвуком. Встановлено молекулярно-
масовий розподіл сполук білкової природи та вміст незамінних амінокислот у складі дезінтеграту, отриманого шляхом 
обробки БМ ультразвуком. 
Ключові слова: дезінтеграт, Lactobacillus acidophilus, пептидоглікан, ультразвук, мікрохвилі надвисокої частоти, фун-
кціональні інгредієнти. 
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Отмечено, что составляющие пептидогликанов клеточных стенок бактерий, в том числе молочнокислых, обладают 
высокой функционально-физиологической активностью и являються весьма перспективными пищевыми иммунотропными 
ингредиентами. Целесообразна деструкция бактериальных клеток с целью получения биологически активных соединений, 
способных легче усваиваться и вступать в биохимические процессы, ускоряя ожидаемый иммунотропный эффект. 
В работе изучено влияние физических дезинтегрирующие факторов, а именно, ультразвука и микроволн СВЧ, на эффе-
ктивность деструкции клеточных стенок Lactobacillus acidophilus. Представлена сравнительная характеристика дезин-
тегратов бактериальной массы (БМ) Lactobacillus acidophilus, полученных с применением ультразвука и микроволн СВЧ. 
Показано, что более эффективным методом физической деструкции бактериальных клеток является обработка ультраз-
вуком. Установлено молекулярно-массовое распределение соединений белковой природы и содержание незаменимых амино-
кислот в составе дезинтеграта, полученного путем обработки БМ ультразвуком. 
Ключевые слова: дезинтеграта, Lactobacillus acidophilus, пептидогликан, ультразвук, микроволны сверхвысокой час-
тоты, функциональные ингредиенты. 
 
                                                          
Citation:  
Kapustian, А. (2017). Characterization of the bacterial origin immunotropic functional ingredients obtained through a physical impact. Scientific 
Messenger LNUVMBT named after S.Z. Gzhytskyj, 19(75), 13–18. 
Науковий вісник ЛНУВМБТ імені С.З. Ґжицького, 2017, т 19, № 75 
Scientific Messenger LNUVMBT named after S.Z. Gzhytskyj, 2017, vol. 19, no 75 
14 
Characterization of the bacterial origin immunotropic functional ingredients 
obtained through a physical impact 
 
А. Kapustian 
onaft_foodtechn@mail.ru 
 
Odesa National Academy of Food Technologies, 
Kanatna Str., 112, Odesa, 65039, Ukraine 
 
It is noted, that the peptidoglycans components of bacteria cell walls, including the lactic acid bacteria, have a highly functional 
and physiological activity and are very perspective immunotropic food ingredients. It is reasonable the destruction of bacterial cells 
to obtain biologically active compounds. They can easily assimilate and join biochemical processes thus speeding the expected im-
munotropic effect. The effect of physical disintegrating factors, namely, ultrasound and microwave, on the efficiency of Lactobacillus 
acidophilus cell walls destruction was studied in the paper. The efficiency of destruction was determined by the accumulation in the 
disintegrate of low molecular weight peptides (with molecular weight up to 1500 Da), amino acids and soluble protein. Microwave 
treatment of the Lactobacillus acidophilus suspension was carried out by microwave radiation in a microwave frequency field of 
2.45 GHz with an emission intensity of 40, 60, 80 and 100%. The treatment time was varied in the range 60–300 s. Ultrasound bath 
PSB-1335-05 with an operating frequency of 15, 25 and 35 kHz was used to process the suspension by ultrasound, the processing 
time varied in the range of 60 to 900 s. 
The results of the studies showed that the most significant disintegrate effect on BM Lactobacillus acidophilus when processed by 
microwave waves occurred with the application of radiation intensity of 80% for 300 s, with sonication – using a frequency of 
25 kHz for 900 s. The number of amino acids in the disintegrates is 0.27 and 0.59 mg/cm3, respectively. The number of low molecular 
weight peptides in disintegrates is insignificant. 
Thus, it is shown, that more effective method of bacterial cells physical destruction is sonication. The molecular mass distribu-
tion of protein compounds and the content of essential amino acids in the disintegrant composition obtained by ultrasound treatment 
of biomass have been established.  
Key words: disintegrate, Lactobacillus acidophilus, peptidoglycan, ultrasound, high frequency microwaves, functional ingredi-
ents. 
 
Вступ 
 
Жвавий інтерес серед дослідників викликає ви-
вчення процесів деструкції бактеріальних клітин з 
метою отримання їхніх біологічно активних складо-
вих. Одними із важливих компонентів бактерій є спо-
луки мурамілпептидного ряду, які входять до складу 
пептидогліканів клітинних стінок (рис. 1).  
Мурамілпептид (МДП) і його похідні, молекуляр-
на маса яких знаходиться в діапазоні 400–1500 Да, 
мають широкий спектр біологічних ефектів, найбільш 
важливим з яких є імунотропна дія. Сполуки мурамі-
лпептидного ряду сприяють посиленню функціональ-
них властивостей фагоцитів, продукції прозапальних 
цитокінів, необхідних для ініціації гуморального і 
клітинного імунітету, що забезпечує стимуляцію при-
родних захисних реакцій організму (Traub, 2006; 
Qingshan, 2012). 
 Ключовим молекулярним механізмом взаємодії 
імунної системи з нормальною мікробіотою є розпі-
знавання розчинних мікробних продуктів імуноком-
петентними рецепторами. Сигналами для запуску 
адаптивной імунної відповіді є не живі бактерії, а їхні 
фрагменти або продукти життєдіяльності, які досяга-
ють клітин імунної системи, проходячи через епіте-
лій. Тому використання цілих мікробних клітин в 
якості харчових фізіологічно функціональних імунот-
ропних інгредієнтів є малоефективним (Kapustyan and 
Cherno, 2015). 
У зв’язку з цим доцільною є спрямована часткова 
деструкція бактеріальних клітин з метою отримання 
біологічно активних функціональних харчових інгре-
дієнтів з молекулярною масою до 1500 Да, здатних 
легше засвоюватися і вступати в біохімічні процеси, 
прискорюючи очікуваний імунотропний ефект. 
 
 Рис. 1. Фрагмент молекули пептидоглікану  
клітинних стінок бактерій і МДП у його складі 
 
Викликає інтерес використання для таких цілей 
молочнокислих бактерій (МКБ), оскільки накопичено 
значний досвід їхнього культивування для отримання 
еубіотичних лікарських засобів і дієтичних добавок. 
До того ж, МКБ мають «GRAS» (Generally Recognized 
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As Safe) статус, що визначає їх як абсолютно безпечні 
для здоров’я людини (Cherno and Kapustyan, 2016). 
Загальновідомо, що клітинні стінки мікроорганіз-
мів, особливо грампозитивних, володіють високою 
механічною міцністю, що зумовлює застосування 
комбінації різних методів дезінтеграції. Серед сучас-
них методів деструкції виділяють наступні: фізичні, 
механічні, хімічні, ензиматичні, біологічні та комбі-
новані. До найбільш поширених фізичних та механіч-
них методів деструкції відносять обробку ультразву-
ком, розчалювання замороженої клітинної маси, роз-
тирання у ступці, осмотичний шок, заморожування-
відтавання, декомпресію (стиснення з подальшим 
різким зниженням тиску) (Shaphaev et al., 2015). В 
останні роки активно проводяться дослідження щодо 
можливості руйнування клітинних структур рослин-
ного та мікробного походження із застосуванням 
мікрохвиль надвисокої частоти (НВЧ) (Zhou et al., 
2010).  
Як правило, фізична дезінтеграція мікробних клі-
тин призводить до незворотного порушення їхньої 
анатомічної цілісності. Для отримання глікопептид-
них низькомолекулярних продуктів регулярної будо-
ви, як правило, використовують хімічні та ензиматич-
ні методи деструкції дезінтегратів, отриманих шляхом 
фізичного впливу на бактеріальну клітину. Такий 
порядок обробки при отриманні глікопептидних про-
дуктів обумовлено низькою ефективністю деструкції 
клітин при застосуванні тільки одного із вищеперера-
хованих методів. Саме тому рекомендовано спочатку 
застосовувати фізико-механічні методи дезінтеграції 
мікробних клітин з метою їхньої первинної деструкції 
та руйнування зовнішніх захисних бар’єрів бактеріа-
льних клітин, які перешкоджають контакту специфіч-
них зв’язків у структурах пептидогліканів з дезінтег-
руючими факторами хімічних та ензиматичних мето-
дів впливу. 
Застосування комбінованих методів деструкції ба-
ктеріальних клітин з метою отримання фрагментів 
їхніх клітинних стінок досліджувалось у ряді робіт. 
Так, в роботі (Gavrilin et al., 2007) здійснювали гі-
дроліз Lactobacillus bulgaricus послідовною обробкою 
пепсином, лізоциму і ультразвуком. У праці 
(Senchenko et al., 2005) отримано гідролізат молочно-
кислих бактерій штаму L. acidophilus У 2505 термоки-
слотним методом. Існує також спосіб отримання пре-
парату (Garanyan et al., 2010), що містить глікопепти-
ди, який передбачає напрацювання біомаси клітин 
L. bulgaricus на спеціальних поживних середовищах, 
обробку біомаси трипсином, дезінтеграцію біомаси 
ультразвуком, повторну обробку біомаси трипсином і 
пепсином, центрифугування, гідроліз лізоцимом, 
хроматографію. 
Але відсутність системного підходу до порівняль-
ної характеристики методів фізичного впливу на бак-
теріальний субстрат не дозволяє зробити висновок 
про доцільність використання певного методу для 
отримання фрагментів клітинних стінок. 
Роботу присвячено порівняльній характеристиці 
дезінтегратів бактеріальної маси (БМ) Lactobacillus 
acidophilus, отриманих при її обробці ультразвуком та 
мікрохвилями НВЧ, з метою визначення найбільш 
ефективного методу попередньої часткової деструкції 
клітинних оболонок бактерій, фрагменти яких у пода-
льшому можуть бути застосовані як джерела низько-
молекулярних сполук мурамілпептидного ряду – іму-
нотропних харчових  функціональних інгредієнтів  
 
Матеріал та методи досліджень 
 
Для досліджень використовували БМ Lactobacillus 
acidophilus із колекції НВП «Аріадна», м. Одеса із 
концентрацією 7·109 КУО/см3. Виділення клітин з 
культуральної рідини здійснювали шляхом центрифу-
гування протягом 15 хв при 8000 хв-1. Осад клітин 
відмивали дистильованою водою та ресуспендували. 
Для фізичної дезінтеграції використовували суспен-
зію клітин Lactobacillus acidophilus у дистильованій 
воді, вміст сухих речовин суспензії складав 
4,78 ± 0,02%. НВЧ-обробку суспензії Lactobacillus 
acidophilus здійснювали мікрохвильовими променями 
в надвисокочастотному електричному полі частотою 
2,45 ГГц із інтенсивністю випромінювання 40, 60, 80 
та 100%. Тривалість обробки варіювали в інтервалі 
60–300 с. Для обробки суспензії ультразвуком вико-
ристовували ультразвукову ванну ПСБ-1335-05 з 
робочою частотою 15, 25 та 35 кГц, тривалість оброб-
ки варіювали в інтервалі 60–900 с.  
В отриманих дезінтегратах контролювали вміст 
вільних амінокислот методом формольного титруван-
ня (Semak et al., 2007), розчинного білка методом 
Бенедикта (Semak et al., 2007), низькомолекулярних 
пептидів (НМП) – методом Бенедикта після осаджен-
ня високомолекулярних білків 10% розчином трихло-
роцтової кислоти, кількість нерозчинного осаду – 
сушінням до постійної маси при температурі 105 °С. 
Паралельно визначали відповідні параметри для кон-
трольного зразка – суспензії клітин Lactobacillus 
acidophilus, яку не піддавали фізичному впливу. 
Молекулярно-масовий склад суміші сполук білко-
вої природи дезінтеграту визначали за допомогою 
гель-хроматографії на колонках з сефадексом G-15 та 
G-150. Колонку G-15 калібрували маркерами з відо-
мою молекулярною масою, а саме: І – ГМДП (ММ 
650 Да), ІІ – аспартам (L-Аспартил-L-фенилаланин, 
ММ 294 Да), ІІІ – гліцин (ММ 75 Да). Колонку G-150 
калібрували маркерами І – фосфорилаза (97 кДа), ІІ – 
бичачий сироватковий альбумін (65 кДа), ІІІ – яєчний 
альбумін (45 кДа), ІV – карбогідраза (30 кДа), V – 
лактоальбумін (14 кДа).  
 
Результати та їх обговорення 
 
Результати досліджень показали, що найбільш ва-
гомий дезінтегруючий вплив на БМ Lactobacillus 
acidophilus при обробці хвилями НВЧ мав місце із 
застосуванням інтенсивності випромінювання 80 %, 
при обробці ультразвуком – із застосуванням частоти 
випромінювання 25 кГц. За інших параметрів обробки 
БМ показники ефективності дезінтеграції, тобто збі-
льшення кількості вільних амінокислот, розчинного 
білка та низькомолекулярних пептидів – не суттєво 
відрізнялись від показників контрольного досліду 
(БМ без застосування фізичних методів дезінтеграції). 
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Результати дезінтеграції БМ Lactobacillus 
acidophilus за найбільш ефективними режимами наве-
дено у табл. 1. Дані таблиці свідчать, що фізичний 
вплив на клітини навіть при мінімальній тривалості 
процесу має дезінтегруючу дію, про що свідчить дос-
товірне збільшення кількості вільних амінокислот і 
розчинного білка у всіх дослідних зразках у порівняні 
з контрольним. При цьому має місце зменшення кіль-
кості нерозчинного осаду. 
Таблиця 1 
Характеристика дезінтегратів біомаси Lactobacillus acidophilus, отриманих шляхом обробки ультразвуком 
та мікрохвилями НВЧ, (n = 3, Р ≤ 0,05) 
Спосіб обробки 
Характеристика дезінтеграту 
Амінокислоти, 
мг/см3 
НМП, 
мг/см3 
Розчинний білок, 
мг/см3 
Нерозчинний 
осад, % 
Контроль (БМ L.a.) 0,12 0,01 1,84 4,78 
Обробка ультразву-
ком з частотою 25 
кГц 
60 с 0,19 0,02 1,91 4,72 
300 с 0,41 0,03 2,45 4,51 
600 с 0,57 0,01 2,74 4,11 
900 с 0,59 0,01 2,89 4,09 
Обробка НВЧ з 
інтенсивністю 80 % 
60 с 0,14 0,01 1,88 4,76 
120 с 0,18 0,01 1,90 4,74 
180 с 0,23 0,01 2,23 4,68 
300 с 0,24 0,01 2,26 4,61 
 
Максимальне накопичення вільних амінокислот у 
дезінтеграті, отриманому з використанням ультразву-
ку у досліджуваному інтервалі тривалості процесу, 
має місце при обробці протягом 900 с та становить 
0,59 мг/см3. Максимальне накопичення вільних амі-
нокислот у дезінтеграті, отриманому при використан-
ні мікрохвиль НВЧ становить 0,27 мг/см3 та тривалос-
ті процесу 300 с. У такому випадку кількість аміноки-
слот у дезінтеграті після обробки клітин ультразву-
ком, порівняно з обробкою мікрохвилями НВЧ на 
55% вища. Накопичення вільних амінокислот у дезін-
теграті при обробці ультразвуком зі збільшенням 
тривалості процесу від 600 до 900 с збільшується 
несуттєво, тому раціональною є обробка суспензії 
ультразвуком Lactobacillus acidophilus протягом 600 с 
при частоті 25 кГц. Накопичення НМП, що в основній 
мірі відповідають за імунотропні властивості струк-
турних компонентів бактеріальних клітин, є незнач-
ним у всіх варіаціях процесів дезінтеграції. Максима-
льне накопичення НМП має місце при обробці БМ 
ультразвуком протягом 300 с і становить 0,03 мг/см3. 
На наступному етапі визначали молекулярно-
масовий склад суміші сполук білкової природи дезін-
теграту, отриманого при обробці БМ ультразвуком 
протягом 300 с з метою детекції детекції структурних 
компонентів клітинних стінок БМ, що відповідають 
молекулярній масі сполук мурамилпептидного ряду 
(до 1500 Да). 
Результати досліджень рідкої фази дезінтеграту 
показали (рис. 2б) наявність в ній трьох основних 
фракцій білкової природи, про що свідчить присут-
ність на гель-хроматографічній кривій трьох чітких 
піків, які відповідають фракціям з молекулярною 
масою в межах 70–90 кДа, 30–40 кДа та фракція, мо-
лекулярна маса якої менша за 14 кДа (рис. 2а).  
Для більш детального дослідження останньої фра-
кції, на наступному етапі досліджували молекулярно-
масовий розподіл НМП (рис. 3). 
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Рис. 2. Молекулярно-масовий розподіл високомолекулярних сполук білкової природи на колонці  
з сефадексом G-150 
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Рис. 3. Молекулярно-масовий розподіл низькомолекулярних пептидів на колонці з сефадексом G-15
 
На гель-хроматографічній кривій низькомолекуля-
рної фракції дезінтеграту (рис. 3б) присутні два вира-
жених піки на 36-му, 50-му см3 елюатів, які знахо-
дяться між піками маркерів з молекулярними масами 
294–650 Да (рис. 3а). Результати досліджень дозволя-
ють констатувати, що у складі дезінтеграту присутні 
пептиди з молекулярною масою у діапазоні, що від-
повідає молекулярній масі МДП, але їхня кількість є 
досить незначною (табл. 1). 
Отже, у складі отриманого дезінтеграту перева-
жають високомолекулярні фракції продуктів білкової 
природи, які доцільно піддавати подальшим перетво-
ренням із метою отримання продуктів деградації з 
більш високим вмістом НМП. Детальна характерис-
тика молекулярно-масового розподілу сполук білко-
вої природи у складі дезінтеграту, дозволить обґрун-
тувати спосіб та параметри його хімічної або біохімі-
чної обробки для отримання НМП регулярної будови. 
Із метою прогнозування фізіологічно-
функціональних властивостей бактеріальних дезінте-
гратів як перспективних харчових інгредієнтів, дослі-
джено якісний та кількісний вміст ессенціальних ком-
понентів – незамінних амінокислот у їхньому складі 
(табл. 2).  
Таблиця 2 
Вміст незамінних амінокислот у дезінтеграті 
Амінокислоти 
Концентрація у 
гідролізаті 
біомаси, мг/г 
Добова 
потреба, 
мг 
Забезпечення 
добової 
потреби,% 
Лізин  4,6 55 8,36 
Фенілаланін+ 
тирозин  2,5 60 4,16 
Лейцин+ 
ізолейцин  7,5 110 6,81 
Метіонін 0,3 35 0,85 
Валін  3,9 50 7,8 
Треонін  3,9 40 9,75 
Результати досліджень дозволяють констатувати 
наявність у складі дезінтеграту семи з восьми неза-
мінних амінокислот. Лімітуючою є амінокислота 
метіонін, її вміст у складі дезінтеграту – 0,3 мг/г, що 
забезпечує всього 0,85% від добової потреби людини. 
Найбільшим вмістом у характеризується амінокисло-
та лізин, її концентрація у складі дезінтеграту – 
4,6 мг/г, що забезпечує 8,36% від добової потреби 
людини. Підвищена концентрація лізину у дезінтегра-
ті може провокувати утворення меланоїдинів за тер-
мічної обробки, що необхідно враховувати при розро-
бці режимів розроблення технологій дієтичних доба-
вок та продуктів харчування на його основі. 
 
Висновки 
 
Показано, що обробка бактеріальної маси ультраз-
вуком  як перший етап дезінтеграції клітинник стінок 
бактерій Lactobacillus acidophilus, який зумовлює 
руйнування зовнішніх захисних бар’єрів бактеріаль-
них клітин, є більш ефективною, ніж застосування з 
цією метою мікрохвиль НВЧ. Надано характеристику 
та молекулярно-масовий розподіл сполук білкової 
природи, встановлено склад вільних амінокислот 
дезінтегратів.  
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